







Purification and Characterization of Neuraminidase from 
Oral Propionibacterium acnes
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Fig．3．　Chromatography　of　neuraminidase　on　Pheny1・Sepharose　CL・4B　column
Table　1．　Purification　of　neuraminidase
Step Volume
（ml）
Totalprotejn
（mg） 轡輪内隅㎞漂
Culture　supernatant
Ammonium　suttate（80％saturation）
Q・Sepharose　Fast　Flow
SePhacryl　S・300
Phenyl・Sehparose　Cし4B
600　　　240．2
1t8　　　74．6
208
45
42
19．9
6．47
0．028
6，279
4，798
4，534
4，172
26．1
64．3
228
645
1，740　　　62，143
t．0　　100
2．5
8．7
24．7
2，381
76．4
72．2
66．4
27．7
A　B
1
2
3
4
5
松本歯学　16（3）1990
Fig．4．　SDS－PAGE　of　purified　neuraminidase：A，
　　　P．acnes　neuraminidase；B，　standard　pro・
　　　teins（1，　phosphorylase　b；2，　bovine　serum
　　　albumin；3，0valbumin；4，　carbonic　anhy・
　　　drase；5，　soybean　trypsin　inhibitor）
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　本菌のノイラミニダーゼ活性は，Ca2＋添加に
よって著明な活性の上昇が認められ，EDTAで強
く阻害された．このことから本菌のノイラミニ
ダーゼは，Ca2＋依存性と考えられる．　Ca2＋依存性
ノイラミニダーゼは，広くVibn’O　cholerae，　StreP－
tococczcsやCorynebacten’um32’－34｝などでも報告さ
れており，本菌酵素もこれらの性状と近似するも
のであった．
　細菌の宿主細胞への定着は，細菌感染の基本的
なステップである．従って，口腔領域においては
歯牙や歯周局所における口腔細菌の定着機序が重
要な課題となっている．歯周局所に対する歯周病
原菌の付着因子や定着に関連して多くの検討がな
されている35・36｝．近年，黒色色素産生Bacte－
roides　i9）やActinomyces　viscoszts2i・22）などでノイ
ラミニダーゼ依存性の細胞付着能が示され，本酵
素の定着機構における役割が指摘されている．一
方，Beightonら37）は，　dental　plaqueのaccu－
mulationに関するglycoproteinを介しての口腔
streptococciの付着性機構にsialic　acid　rickな
transferrinのreceptor的役割も示している．ま
た，Homer　 nd　Beighton20）は，このtransferrin
が口腔st ept cocciのノイラミニダーゼの作用
によって口腔細菌のtransferrinに対するpro・
teolysisを示し，これらglycoproteinのproteoly－
sisにおける細菌ノイラミニダーゼの役割を報告
10
ご95
巴
芸4
．9
誓3
童32
理o
Phosphorylase　b（94，000）
Neuraminidase（75，000）
Bovine　serum　albumin（67，000）
Ovalbumin（43，000）
Carbonic　anhydrase（30，000）
Soybean　trypsin　inhibitor
　（20，100）
　　1
　　0　　　　　　　　　　0．5　　　　　　　　　　1．O
　　　　　　　　　　Rf　value
Fig．5．　Estimation　of　molecular　weight　of　neuraminidase　by　SDS－PAGE
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Fig．6．　Effect　of　pH　on　neuraminidase　activity：○一〇，　acetate　buffer；●一●，
　　　Tris’maleate　buffer；△一△，　Tris－HCI　buffer
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Fig．　7．　Heat　stability　of　neuraminidase
している．従って，口腔P．αcnesのノイラミニ
ダーゼもこれら定着機構やglycoproteinのpro－
teolysisに深く関連するものと考えられる．
　本菌は，Bacteroidesの2菌種との組み合わせで
実験混合感染症を成立させる感染能を有し5｝，ま
た，本研究で明らかになったノイラミニダーゼの
ほかに歯周組織破壊に関連する多様な酵素属性を
有する1・3’8～エ2）．P．　acnesは，歯垢や歯肉溝の常在
菌2）であり，歯周局所においてその多様な諸酵素
と共にノイラミニダーゼが他の歯周病原菌種の局
所への定着やproteolysis機構にも密接に関与し
ている可能性が強い．現在，P．　acnesの精製ノイ
ラミニダーゼを用い，歯周病原菌の付着やglyco－
proteinなどのproteolysisにおける本酵素の役
割について検討中である．
結 論
　ロ腔i　Propionibacteium　acnes（EXC・1）のノイ
ラミニダーゼ活性を調べ，本酵素を硫安塩析，イ
オン交換クロマトグラフィー，ゲル濾過およびハ
イドロフォービッククロマトグラフィーによって
精製し，その性状を調べた．
　本菌のノイラミニダーゼ活性は，菌体外産生性
であった．精製酵素は，SDS－PAGEで単一バンド
を示し高純度であった．培養上清試料に対して各
種クロマトグラフィーによって比活性が2，400倍
に上昇し，回収率は，27．7％であった．本酵素の
分子量は，75，000，作用至適pHは，5．0であった．
酵素活性は，55℃，10分間処理で失活し，易熱性
Table　2．
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Effects　of　divalent　ions　and　EDTA　on　neuraminidase　activity
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lons Concentration
　　　　（mM）
Relative　aCtivity
　　　　　（％）
None
Ca2十
Mg2十
Fe　2十
Co2＋
Mn2十
Zn2十
Hg2十
Cu2十
1．0
1．0
1．0
1．0
1．0
1．0
1．O
1．0
100
236
54．5
86．4
86．4
100
36．4
0
0
EDTA 1．0 31．8
であった．また，本酵素の活性は，EDTAで強く
阻害され，2価金属イオン（1mM）中Ca2＋で約
2倍に促進された．
文 献
1）Marples，　R．　R．　and　McGinley，　K．　J、（1974）（）or－
　　　ynebacteri’ttm　acnes　and　other　anaerobic　diph・
　　　teroids　from　human　skin．　J．　Med．　MicrobioL　7：
　　　349－357．
2）Sabiston，　C．　B．，　Jr．　and　Grigsby，　W．　R．（1972）
　　　Anaerobic　bacteria　from　the　advanced　per・
　　　iodontal　lesion．　J．　Periodonto1．43：199－201．
3）岩田一雄（1966）歯槽膿漏症局所の嫌気性菌にっ
　　　いて．歯科学報，66：234－252．
4）Beveridge，　T．　J．　and　Goldner，　M．（1973）Statisti・
　　　cal　relationship　between　the　presence　of　human
　　　subgingival　anaerobic　diphthero▲ds　and　per－
　　　iodontal　disease．　J．　Dent．　Res．52：451－453．
5）Takazoe，　L　and　Nakamura，　T．（1971）Experi－
　　　mental　mixed　infection　by　human　gingival
　　　crevlce　materiaL　Bull．　Tokyo　Dent．　Coll．12：85
　　　－93．
6）Slots，　J．　and　Genco，　R．　J．（1984）Black・pigment－
　　　ed　Bacteroides　species，　CapnoCytophaga　species，
　　　and　ActinobaCi’llZtS　actinomycetemcomilzns　in
　　　human　periodontal　disease：virulence　factors
　　　in　colonization，　surviva1，　and　tissue　destrac－
　　　tion．　J．　Dent．　Res．63：412－421．
7）中村　武，杉中芳幸，小幡直樹，青木宣夫（1975）
　　　混合感染能を有する口腔内嫌気性菌の酸性ムコ多
　　　　糖体と脂質分解酵素に関する研究．松本歯学，1：
　　　　11－21
　　　　　　　　　．
8）中村　武，藤村節夫（1984）Propionibαcten’um
　　　　acnesの歯周組織破壊性酵素．日本歯科評論，
　　　　503：137－145．
9）小幡哲夫（1966）口腔内嫌気性Co2ynebacterium
　　　　について．歯科学報，66：949－968．
10）柴田幸永，志村隆二，藤村節夫，中村　武（1990）
　　　Propionibαcteηium　acnesのゼラチナーゼの精製
　　　　とその性状，歯科基礎，32（補冊）：98．
11）Ingham，E．，　Holland，　K．　T．，　Gowland，　G．　and
　 　Cunliffe，　W．　J．（1979）Purification　and　partial
　　　characterization　of　hyaluronate　lyase（EC　4．2．
　　　2．1）　from　Propionibacteri’um　　acnes．　J．　Gen．
　　　Microbiol．115：411ゴ18．
2）Nakamura，　T．，　Taniguchi，　H．，　Takeuchi，　K．，
　　　Kiuchi，　N、　and　Fujimura，　S．（1982）Purification
　　　and properties　of　hyaluronidase（EC　4．2．2．1）
　　　from　an　oral　strain　of　Propionih2cteri’um　acnes．
　　　Matsumoto　Shigaku，8：221－230．
13）N kamura，　T．，　Taniguchi，　H．，　Takeuchi，　K．，
　　　Fujimura，　S．　and　Pulverer，　G．（1984）Phos－
　　　pholipase　C　of　an　oral　strain　of　Propionibacter－
　　　tum　acnes　purification　and　partial　characteri・
　　　zation．　Zbl．　Bakt．　Hyg．，　L　Abt．　orig．　A　257：20
　　　－26．
14）Hassing，　G．　S．（1971）Partial　purification　and
　　　some　properties　of　lipase　from　Coiynebacterium
　　　acnes．　Biochem．　Biophs．　Acta．242：381－391．
15）Ingham，　E，　Holland，　K．　T．，　Gowland，　G．　and
　　　Cunliffe，　W．　J．（1981）Partial　purification　and
284 志村他：口腔Prop　io　n　ibacte　ri’um　acnesのノイラミニダーゼ
　　　characterization　of　lipase（EC　3．1．1．3）from
　　　ProPionibacten’um　acnes．　J．　Gen．　Microbio1．
　　　124：393－401、
16）青柳高明（1974）シアリダーゼの測定およびシア
　　　ル酸の定量．蛋白質核酸酵素（生体膜実験法　上），
　　　189－197．
17）内貴正治（1979）シァル酸の免疫学．代謝，16：
　　　749－759．
18）Moncla，　B．　J．　and　Braham，　P．（1988）Rapid　de・
　　　tection　and　characterization　of　sialidase　activ・
　　　ity　in　Bacteroidesノ’orsythzts．　J．　Dent．　Res．67
　　　Special　Issue：179．
19）Okuda，　K，　Ono，　M．，　and　Kato，　T．（1989）Neur・
　　　aminidase’enhanced　attachment　of　Ilacteroides
　　　intermedius　to　human　erythrocytes　and　buccaI
　　　epithelial　cells．　Infect．　Immun．57：1635－1637．
20）Homer，　K．　A．　and　Beighton，　D．（1990）Role　of
　　　neuramindase　in　the　synergistic　degradation　of
　　　transferrin．（Divisional　abstracts）J．　Dent．　Res．
　　　　69：1001．
21）Costello，　A．　H．，　Cisar，　J．0．，　Kolenbrander，　P．　E
　　　　and　Gabriel，　O．（1979）Neuraminidase・depen・
　　　　dent　hemagglutination　of　human　erythrocytes
　　　　by　human　strains　of　Actinomyces　viScostcs　and
　　　　Actinomyces　naesulundii．　Infect．　Immun．26：
　　　　563－572．
22）Ellen，　R．　P．，　Fillery，　E．　D．，　Chan，　K．　H．　and
　　　　Grove，　D．　A．（1980）Sialidase・enhanced　lectin・
　　　　like　mechanism　for　Actinomyces体60sκs　and
　　　　Actinomyces　naeslPtndii　hemagglutination．
　　　　Infect．　Immun．27：335－343．
23）中村　武（1989）歯周病原菌の生能的生物活性と
　　　　産生酵素に関する研究（課題番号：63570883）．平
　　　　成元年度科学研究費補助金（一般研究C）研究成果
　　　　報告書．
24）中村　武，志村隆二，柴田幸永，藤村節夫（1989）
　　　　Ilacteroidas　gingivaliSのneuraminidaseの精製
　　　　とその性状．松本歯学，15：239．
25）Potier，　M．，　Mameli，　L．，　B61isle，　M．，　Dallaire，　L．
　　　　and　MelanCon，　S．　B．（1979）Fluorometric　assay
　　　　of　neuraminidase　with　a　sodium（4・methyl・
　　　　umbelliferyl・α・D・N－acetylneuraminate）　sub－
　　　　strate．　Anal．　Biochem．94：287－296．
26）Read，　S．　M．　and　Northcote，　D．　H．（1981）Minimi－
　　　　zation　of　variation　in　the　response　to　different
　　　　proteins　of　the　coomassie　blue　G　dye・binding
　 　assay　fo 　protein．　Ana1．　Biochem．116：53－64．
27）Laemml ，　U．　K．（1970）Cleavage　of　structural
　　　proteins　during　the　assembly　of　the　head　of
　　　bacteriophage　T，．　Nature，277：680－685．
28）Von　Nicolai，　H．，　H6ffler，　U．　and　Zilliken，　F．
　　　（1980）Isolation，　purification，　and　properties　of
　　　neuraminidase　from　Propionibacteri’umαごnes．
　　　Zbl．　Bakt，　Hyg．，　L　Abt．，　Orig．　A　247：84－94．
29 Pinter，　J．　K，　Hayashi，　J．A．　and　Bahn，　A．　N．
　　（1968）　Ex racellular　streptococcal　neuramin・
　 　idase。　J 　Bacteriol．95：1491－1492．
30）Kunimoto，　S．，　Aoyagi，　T．，　Takeuchi，　T．　and
　　　Umezawa，　H．（1974）Purification　and　character－
　　 ization　of　StrOptomyces　sialidases．　J．　BacterioL
　　　119：394－400．
31）Teufe1，　M．，　Roggentin，　P．　and　Schauer，　R．（1989）
　　　Properties　of　sialidase　isolated　from　Actinomy一
　　　㈱viscosz s　DSM　43798．　Biol．　Chem．　Hopper・
　　　Seyl r，370：435－443．
32）Ada，　G．　L．，　French，　E．　L．　and　Lind，　P．E．（1961）
　　　Pu ification　and　properties　of　neuraminidase
　　　from　Vibri’o　cholerae，　J．　Gen．　Microbio1．24：409
　　　－421．
33）Hayano，　S．　and　Tanaka，　A．（1967）Streptococ－
　　　cal　sialidase．1．　Isolation　and　properties　of
　　　sialidase　produced　by　group　K　streptococcus．　J．
　　　BacterioL　93：1753－1757．
34）Moriyama，　T．　and　Barksdale，　L（1967）Neur・
　　　　aminidase　of　Co23rnebacteri’um　diphthen’ae．　J．
　　　　BacterioL　94：1565－1581．
35）Okuda，　K，　Slots，　J．　and　Genco，　R．　J．（1981）
　　　　Bacteroides　gingivalis，　llacteroides　asacchar－
　　　　olyticus　and　、B㍑cf召roides　〃lelzninogenicus　sub－
　　　　species：cell　surface　morphology　and　adher・
　　　　ence　to　erythrocytes　and　human　buccal　epith・
　　　　elial　cells．　Curr．　MicrobioL　6：7－12．
36）Okuda，　K，　Yamamoto，　A．，　Naito，　Y．，　Takazoe，
　　　　L，Slots，　J．　and　Genco，　R．　J．（1986）Purification
　　　　and　properties　of　hemagglutinin　from　culture
　　　　supematant　of　lincteroides　gingivaliS．　Infect・
　　　　Immun．54：659－665．
37）Beighton，　D．，　Whiley，　R　A．　and　Homer，　K．　A．
　　　　（1990）Transferrin　binding　by　S．　oralis　and
　　　　other　oral　streptococci．（Divisional　abstracts）J．
　　　　Dent．　Res．69：1000．
